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摘 要:基于单链 DNA(single-stranded DNA，ssDNA)和单链 DNA 键合蛋白质(ssDNA binding pro-
tein SSBP)的高亲和力，在十六烷基硫醇修饰的金基底(HDT /Au)上构建了 SSBP 的分形结构。利
用高分辨原子力显微镜表征了 SSBP 的枝状结构，在不同的组装时间下，SSBP 在 HDT /Au 基底形
成不同结构的可控形貌，形成的自组装结构具有高度有序性，可以有效地阻止生物分子的相互交叉
或重叠。利用这种二维自组装方法形成的蛋白质纤维结构的变化遵循有限扩散凝聚(Diffusion-
limited aggregation，DLA)过程。SSBP 和 ssDNA 之间的高亲和力是整个自组装过程的驱动力，由
DNA引导蛋白质构筑的分形结构提供了一种构建形貌可控的蛋白质纳米纤维的新方法。
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Investigation of the fractal self-assembly of SSBP induced by
ssDNA with atomic force microscopy
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Abstract:By the high affinity between single-stranded DNA (ssDNA)and ssDNA binding protein
(SSBP)，the SSBP fractal structures were formed on the gold substrate modified by 1-hexadecanethiol
(HDT)． The nanoscaled imaging of the SSBP branched patterns were imaged via high resolution atomic
force microscopy (AFM)imaging． Under different incubation time，SSBP assembled in a controlled man-
ner into different morphologies on the HDT /Au． The assembly structures showed highly well-ordered or-
ganization and could effectively prevent the biomolecules from mutual contacting and overlapping． The
structural changes of protein fibers formed by the two-dimensional assembled approach followed the diffu-
sion limited aggregation (DLA)process． It provides a simple way to fabricate shape-controllable protein
nanowires at designated positions．
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0 引 言
分子自组装能够快速、可逆、可控地形成多种多样的复杂生物结构，是自然界中一种普遍的现象。通过
弱的非特异性相互作用，蛋白质自组装形成的功能化超分子结构在功能和应用方面都受到广泛的关注［1 － 3］。
在这些超分子结构中，由 DNA和蛋白质自组装形成的分形结构除了具有优良的组织结构、高度的自相似性
和维数以外，还具有良好的稳定性、生物相容性和机械强度［4］。扩散限制聚集(diffusion-limited cluster aggre-
gation，DLA)主要是基于结构、维数及动力学参数模拟分形自组装的过程［5］。分形结构的特点是在有限的
长度范围内许多结构具有自相似性。分形自组装形成的结构可使生物分子固定到特定的位置并且形成高度
有序的结构，不相交也不重叠，因此，这些结构在很多科学领域特别是纳米光学［6 － 7］和生物芯片［8 － 10］中具有
广泛的应用。
基于单链 DNA(ssDNA)和单链 DNA 键合蛋白(SSBP)的高亲和力，在十六烷基硫醇修饰的金基底
(HDT /Au)上构建 SSBP的分形结构。利用高分辨原子力显微镜表征了 ssDNA 和 SSBP 在不同组装时间时
的纳米分形结构。随着组装时间的增加，形成的分形结构表现出一定的规律性，其结构变化遵循 DLA过程。
SSBP和 ssDNA之间的高亲和力是整个自组装过程的驱动力，一系列具有高亲和力的 DNA和蛋白质也许都
会形成类似的分形结构。由 DNA引导蛋白质形成分形结构为可控构建蛋白质纳米纤维提供了一种新方法，
形成的蛋白质纳米纤维可以避免堆积和重叠。由于有序的蛋白自组装结构具有固有的生物活性、生物相容
性及化学和生物可变性等优点，因此，在形成新的生物材料或纳米材料中将有广阔的应用前景。
1 实验部分
1. 1 仪器与试剂
原子力显微镜 (AFM，日本精工)。
十六烷基硫醇(1 － hexadecanethiol，HDT)，Tris － HCl，ssDNA:5’－ GCC GGC CAC AGC CAA TCA GCA
GCG CGG ACC CCT CCC CAG GGC GGA GCT GAC GGC C － 3’由上海生物工程公司合成;大肠杆菌单链
DNA 键合蛋白(SSBP)从 Promega Corp． (Madison，WI)购买。乙醇(优级纯)购自上海国药集团化学试剂有
限公司;SSBP和 ssDNA 缓冲溶液:10 mmol·L －1 Tris － HCl + 50 mmol·L －1 NaCl，pH 7. 4。
1. 2 实验过程
在真空箱(Denton Vacuum，Model DV 502 － A)中、2 × 10 －6托的压力下、载玻片(80 mm × 80 mm ×
0. 18 mm)上用电子束蒸镀的方法先后镀 5 nm铬和 50 nm 的金。载玻片在蒸镀前首先预热到 350 ℃，在蒸
镀以后，金膜在真空中 360 ℃退火 30 min后降到室温。制备好的镀金膜在 1. 0 mmol·L －1 HDT的乙醇溶液
中室温下组装 24 h以上。HDT修饰的金基底在 ssDNA溶液中组装 2 h后，在样品表面滴加 30 μL 5 μmol·
L －1 SSBP溶液，4 ℃分别组装 5、10、12、15 和 22 h。组装以后用 Milli － Q 水冲洗，氮气吹干以后用 AFM 表
征。
AFM实验中使用硅探针，力常数为 8. 8 N·m －1，频率为 117 kHz。所有图像是在温度为 20 ℃、湿度
60%的空气环境下通过 AFM轻敲模式表征获得，样品从溶液中取出到表征完成不超过 0. 5 h，适宜的温度和
较大的湿度环境可以保证 DNA和蛋白质不会脱水和失活。除了采取一阶平滑(Flatten)处理以除去背景效
应外，图像未经任何其它处理。蛋白质分子的高度和表面覆盖度分别由扫描探针显微镜系统自带的分析软
件和 SPIP软件测量而得。本文中所有给出的值为至少测量 10 个样品后的平均值。
2 结果讨论
首先，将 HDT修饰的金基底在 ssDNA中组装 2 h，接着在 SSBP 溶液组装不同的时间。如图 1 所示，原
子力显微镜表征了一系列在 ssDNA 诱导下不同组装时间的 SSBP 在 HDT 修饰的金基底上形成的纳米纤维
形貌。从形貌图中可以看出，组装 5 h 后，蛋白质疏松地组装在基底上，没有形成连续的纤维结构，高度约为
(7. 5 ± 0. 5)nm(见图 1(a)) ;而组装 10 h以后，连续的线性 SSBP纤维形成，高度升高到(11. 4 ± 0. 5 )nm(见
图 1(b)) ;当组装时间达到 12 h，自组装形成的纤维变宽，且高度下降到 8. 5 ± 0. 5 nm(见图 1(c)) ;当组装
时间达到 15 h，SSBP纤维的高度降低到(6. 2 ± 0. 5)nm(见图 1(d)) ;最后，在组装 22 h以后，SSBP纤维的
组装达到平衡且形成平坦的花状结构，高度为(5. 3 ± 0. 5)nm(见图 1(e))。
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为了证明 AFM表征的是蛋白质纤维，而不是缓冲溶液中的盐结晶，又在液体环境下表征了在 SSBP 溶
液中组装 12 h的样品。图 2 是轻敲模式原子力显微镜表征的液体环境中形成的蛋白质纤维，扫描范围分别
是 5 × 5 μm2(见图 2(a))、2 × 2 μm2(见图 2(b))和 10 × 10 μm2(见图 2(c))。图 1 与 图 2 形貌基本一致，
可以证明表面枝状结构是蛋白质形成的纤维。
（a） （b） （c）
（d） （e）
1%（滋m） 1%（滋m） 1%（滋m）
1%（滋m） 1%（滋m）
图 1 HDT/Au基底在 SSBP溶液中组装不同时间形成的纳米纤维的原子力显微镜图像:
(a)5 h;(b)10 h; (c)12 h; (d)15 h; (e)22 h
Fig． 1 AFM topographic images of SSBP nanowires on HDT/Au incubated in SSBP for various developing
times: (a)5 h; (b)10 h; (c)12 h; (d)15 h; (e)22 h
（a） （b） （c）
图 2 液体环境中的 SSBP蛋白质纤维原子力显微镜图像，扫描范围:(a)10 ×10 μm2;(b)5 ×5 μm2;(c)2 ×2 μm2
Fig． 2 AFM topographic images of SSBP nanowires imaged in solution，scanning area:(a)10 ×10 μm2;
(b)5 ×5 μm2;(c)2 ×2 μm2
SSBP 与 ssDNA 具有高度的亲和力，并且 SSBP 可以防止 ssDNA 被核酸酶消化而改变其二级结构［11］。
在高比率的蛋白 － DNA条件下，SSBP以高度的协同作用键合到长链 ssDNA上，从而沿着 ssDNA形成纤维状
的蛋白质聚集体［12 － 14］。形成的高度有序枝状结构与用来描述胶体的 DLA理论模型很相似［5］，通常 DLA可
以用来描述物质不可逆结合的理想过程，如尘埃、煤烟及枝状物质等的形成 ［15］。
蛋白质分形纤维的形貌具有高度的自相似性，其形成机制可以用 DLA理论来解释［5］。在十六烷基硫醇
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自组装膜上非特异性吸附的 ssDNA作为随后 DLA 过程的晶种，在 SSBP 溶液组装过程中，ssDNA 可以捕获
HDT自组装膜上自由扩散的 SSBP分子。由于 ssDNA和 SSBP的协同作用，SSBP易于与 ssDNA键合最终形
成聚集体。在这个过程中，SSBP 被晶种 ssDNA 捕获，而另一个自由的 ssDNA 也许会被第一个键合的 SSBP
捕获，重复这样的过程，自组装生长最终形成分形结构。HDT是长链疏水硫醇，能够在金基底上组装成致密
的硫醇膜，有效避免 SSBP在金基底上的非特异性吸附，而 SSBP容易在亲水性硫醇膜上吸附，不能生长成特
定的分形结构，因此，宜选用链长合适的十六烷基硫醇。由于基底 HDT 自组装膜可以在一定程度上阻止生
物分子的吸附，SSBP不能够随意的锚定到基底上，所以基底的选择也是形成蛋白分形纤维的一个必要条件，
AFM形貌图(见图 3)支持这个假设。HDT 修饰的金基底首先在 ssDNA溶液中组装 2 h，使 ssDNA晶种锚定
到基底上，然后在 SSBP 溶液中组装 9 h，使得蛋白质纤维在基底上生长，最后在 ssDNA 溶液中二次组装 15
h，从而生长成 ssDNA纤维结构。
（a） （b）
1%（滋m） 400%（nm）
图 3 HDT 修饰的金基底在 ssDNA、SSBP和 ssDNA 溶液中组装的纳米线的 AFM形貌图，扫描范围:
(a)5 ×5 μm2;(b)2 ×2 μm2
Fig． 3 AFM topographic images of nanowires on HDT/Au incubated in ssDNA，SSBP and ssDNA solutions，
scanning area:(a )5 ×5 μm2;(b)2 ×2 μm2
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图 4 用 box － counting 计算法得到 SSBP纤维结构的分
形维数，嵌入图像是用来计算 SSBP 分形结构的形
貌图
Fig． 4 Calculation of the fractal dimension of the SSBP
nanowires using the box-counting algorithm．
The inset shows the image of SSBP that was used
for this calculation inverted for clarity
如图 3 所示，对比前面的 ssDNA 和 SSBP 的形貌图
可以分辨出高度较低的纤维是后生长的 ssDNA 纤维，而
高度较高的纤维是 SSBP 纤维。这个结果也同样说明
ssDNA和 SSBP的相互作用是协同作用，其生长过程遵
循 DLA过程。但是实验证明 SSBP 不能够引导 ssDNA
自组装。这是由于 SSBP 分子较大，难以在致密的十六
烷基硫醇自组装膜上形成 DLA 过程的晶种，所以 SSBP
不能够引导 ssDNA 自组装。并且 ssDNA 只能引导与其
有特异性相互作用的 SSBP 自组装，其他 DNA 也只能引
导与其有特异性作用的蛋白质自组装，也就是说特异性
相互作用是形成自组装分形结构的必要条件。本文提
出了一个简单的通过控制组装时间形成蛋白质不同分
形结构的方法，蛋白质的生长遵循 DLA 分形生长过程。
分形维数与分形机制有着密切的联系，分形维数可以用
来定量测量分形自相似性的长度比率，而且可以测量随
着放大倍数的增加结构局域积累的速度。利用软件 Im-
age J(NIH，Bethesda，MD，http:/ / rsbweb． nih． gov / ij /)
计算原子力显微镜形貌图中 ssDNA引导 SSBP 形成的分
形结构的分形维数。分形维数用 box － counting 算法获得，原子力形貌图转化为八进制二元格式，并且 box
值取 2、4、16、32、64 和 128 作为形貌图的覆盖值［16 － 17］。log(size)对 log(count)斜率的相反数即为分形维
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数(D)。图 4 是 ssDNA引导 SSBP形成的具有代表性的分形纤维结构用 box － counting 计算法得到的分形维
数，插图为用来计算的 SSBP 分形结构的形貌图，从图形中可以计算出 SSBP 分形纤维的分形维数为 1. 682 2，
此分形维数结果在 DLA过程的维数范围之内，说明用 DLA过程来解释蛋白质纤维的生长过程是合理的。
3 结 论
在 ssDNA引导下，首次在 HDT修饰的金基底上实现了 SSBP纳米纤维的构筑。利用简单的组装时间控
制得到了不同形貌的蛋白质分形纤维，通过高分辨原子力显微镜成像观察了不同的纳米级分形枝状结构。
研究发现，ssDNA和 SSBP之间的高亲和力为整个自组装过程提供了驱动力，而憎水的自组装膜是纤维形成
的必要条件。自组装形成的纤维结构二维空间的分形维数范围从 1. 7 到 1. 9，组装过程可以用 DLA 分形过
程解释。这种在界面上形成纳米纤维结构的方法不仅可以构建蛋白质纳米纤维结构，而且丰富了蛋白自组
装的研究，为设计和加工功能性自组装生物材料开辟了新途径。
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